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Razvoj ekstrakcijske metode za določanje benzotriazolov v tleh 
Povzetek 
Zaradi dobrih protikorozijskih lastnosti je uporaba benzotriazolov v zadnjih desetletjih 
velika. Ker so kemijsko stabilni, dobro topni v vodi in odporni na biorazgradnjo, pa se 
vedno bolj preučuje tudi njihov vpliv na okolje. Tako kot vsaka dodana snov, tudi 
benzotriazoli niso ravno dobrodejni naravnemu okolju. Predvsem naj bi se velike 
koncentracije nahajale v okolici letališč in na kmetijskih površinah, ki uporabljajo blato 
iz čistilnih naprav. 
Namen diplomskega dela je bil razvoj ekstrakcijske metode za določanje šestih 
benzotriazolov v tleh. Benzotriazole sem iz vzorca zemlje najprej ekstrahirala z uporabo 
ultrazvočne ekstrakcije s topili, kateri je sledila ekstrakcija na trdno fazo (SPE). Nato pa 
sem spojine določila z metodo visokoločljivostne tekočinske kromatografije (HPLC). 
Nazadnje sem preizkusila razvito metodo še na dveh realnih vzorcih tal. 
Pri ultrazvočni ekstrakciji sem za optimalno topilo določila mešanico, ki je vsebovala 
10 % MQ vode in 90 % acetona. Nato sem določala optimalni čas ultrazvočne 
ekstrakcije. Izkazalo se je, da je 40 min na ultrazvočni kopeli najbolj optimalno, saj so 
se večinoma vsi benzotriazoli ekstrahirali v najvišjem deležu prav pri tem času. Zadnja 
določitev pa je bila, ali je potrebno ultrazvočno kopel segrevati. Rezultati so pokazali, 
da segrevanje ni potrebno, saj ni bilo bistvene razlike v učinkovitosti ekstrakcije s 
segrevanjem in pri sobni temperaturi, pri nekaterih benzotriazolih pa je bil izkoristek pri 
segrevanju celo manjši. 
Realna vzorca tal sem odvzela iz okolice letališča Jožeta Pučnika ter iz okolice 
odlagališča bele tehnike na Viču. Rezultati nikjer niso pokazali vsebnosti 
benzotriazolov. Lahko da jih dejansko ni v zemlji ali pa so njihove koncentracije tako 
majhne, da jih ni bilo mogoče zaznati. 
 
Ključne besede: 
tla, benzotriazoli, ekstrakcija na trdno fazo (SPE), tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti 
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Development of an extraction method for benzotriazole determination in soil 
Abstract 
Due to their good anti-corrosion properties, the use of benzotriazoles has been extensive 
in recent decades. As they are chemically stable, soluble in water and resistant to 
biodegradation, their environmental impact is also being increasingly explored. Like 
any introduced substance, benzotriazoles are not exactly beneficial to the natural 
environment. In particular, high concentrations are expected to be found around airports 
and on agricultural land using sewage sludge. 
The purpose of the thesis was to develop an extraction method for the determination of 
six benzotriazoles in soil. I first extracted the benzotriazoles from the soil sample using 
ultrasonic solvent extraction followed by solid phase extraction (SPE). Then, the 
compounds were determined by high-performance liquid chromatography (HPLC). 
Finally, I tried the developed method on two real soil samples. 
For ultrasonic extraction, I determined a mixture containing 10% MQ water and 90% 
acetone as the optimal solvent. I then determined the optimal ultrasonic extraction time. 
It turned out that 40 min on the ultrasound bath was the most optimal, since most of 
benzotriazoles were extracted in the highest proportion at this time. The final 
determination was whether the ultrasonic bath needed to be heated. The results showed 
that heating is not necessary, since there was no significant difference in the extraction 
efficiency by heating and at room temperature, and for some benzotriazoles, the 
efficiency while heating was even lower. 
Real soil samples were taken from the vicinity of the Jože Pučnik Airport and from the 
vicinity of the white goods landfill at Vič. The results showed no content of 
benzotriazoles. They may not actually be present in the ground or their concentrations 
may be so low that they cannot be detected. 
Keywords: 
soil, benzotriazoles, solid phase extraction (SPE), high-performance liquid 
chromatography (HPLC) 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ACN acetonitril 
DAD detektor z nizom diod (ang. diode-array detector) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
SPE ekstrakcija na trdno fazo (ang. Solid Phase Extraction) 
BTZ 1H-benzotriazol 
5-ClBZ 5-kloro-1H-benzotriazol 
DMBZ 5,6-dimetil-1H-benzotriazol  
4-MBZ 4-metil-1H-benzotriazol 
5-MBZ 5-metil-1H-benzotriazol   
OHBZ 4-hidroksi-1H-benzotriazol 
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1 Uvod in namen dela 
Tla predstavljajo tanko plast na površini Zemlje, ki je sestavljena iz preperine kamnin, 
kamninskega drobirja, humusa in živih organizmov. Tla so bistven del okolja ter 
predstavljajo temelj življenja v kopenskih ekosistemih. Od njihove kombinacije s 
klimatskimi in drugimi dejavniki okolja je odvisna tudi vsa biotska pestrost na kopnem. 
Nastajanje tal je zelo dolgotrajen in počasen proces, ki traja vsaj nekaj tisočletij, se pa 
glede na vrsto kamninske osnove trajanje tega procesa nekoliko razlikuje. Posledica 
tega je, da je vsako uničenje tal dokončno za mnogo generacij. Za delovanje okolja ter 
obstoj človeka je rodovitnost življenskega pomena, saj omogoča rast rastlin, ki so hrana 
in zavetje živalim, skupaj s klimatskimi razmerami (temperatura, razporeditev in 
količina padavin) pa omogoča tudi ustrezno kmetijsko pridelavo in priraste v gozdarstvu 
[1]. 
Tla ogrožajo mnogi procesi – tako naravni, kot tudi tisti, ki so v celoti posledica 
delovanja ljudi. Izguba organske snovi, zakisanje in izguba hranil, onesnaženje s 
težkimi kovinami in obstojnimi organskimi onesnaževali, zaslanjevanje, zbijanje in 
plazenje tal sodijo med glavne procese degradacije tal, vse to pa vpliva na zmanjšanje 
sposobnosti tal za opravljanje njihovih bistvenih funkcij. Degradirana tla še opravljajo 
ekosistemske storitve, a v zmanjšanem, pogosto nezadostnem obsegu [1]. 
Med spojine, ki imajo negativne vplive na okolje (ter tudi na zdravje ljudi) sodijo tudi 
nekatere sintetske organske spojine, ki so bile šele pred kratkim določene kot 
onesnaževala. Te spojine vstopajo v naravno okolje kot posledica antropogenih 
dejavnosti urbanega okolja ter kmetijstva. Med nova ali emergentna organska 
onesnaževala sodijo tudi benzotriazoli, ki so bili najdeni v velikem številu vodnih virov. 
V zadnjem času pa se posveča pozornost odkrivnju ter detekciji benzotriazolov v tleh in 
sedimentih, kar bom počela tudi jaz tekom diplomskega dela [2]. 
Namen diplomskega dela je torej razvoj ekstrakcijske metode za določanje šestih 
benzotriazolov (1H-benzotriazol (BTZ), 5-kloro-1H-benzotriazol (5-ClBZ), 5,6-dimetil-
1H-benzotriazol (DMBZ), 4-metil-1H-benzotriazol (4-MBZ), 5-metil-1H-benzotriazol 
(5-MBZ), 4-hidroksi-1H-benzotriazol (OHBZ)) v tleh. Uporabila bom ultrazvočno 
ekstrakcijo s topili (preizkusila bom različna topila in kombinacije topil, različne 
temperature in različne časovne intervale na ultrazvočni kopeli), nato bom ekstrakte 
očistila s pomočjo ekstrakcije na trdno fazo, na koncu pa bom še določila spojine z 
metodo visokoločljivostne tekočinske kromatografije. 
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Po razvoju ekstrakcijske metode bom njeno uporabnost preizkusila še na realnem 
vzorcu tal. 
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2 Pregled literature 
2.1 Onesnaževanje tal 
Onesnaženost tal je definirana kot tolikšna količina škodljivih snovi v tleh, da se 
zmanjša njihova samoočiščevalna sposobnost, poslabšajo se fizikalne, kemijske ter 
biotične lastnosti, zavrta je rast rastlin, podtalnica se onesnažuje itd. Onesnaženost tal 
torej ni osredotočena samo na tla, ampak zajema tudi vpliv na podtalnico ter rastline. 
Snovi, ki povzročajo onesnaženost tal, se po terminologiji Zakona o varstvu okolja (Ur. 
l. RS 41/04), imenujejo nevarne snovi, uporablja pa se tudi izraz onesnaževala. Glede na 
kemijsko sestavo se delijo na organska in anorganska. Lastnosti spojine ter njena 
kemijska oblika definirajo razgradnjo, adsorpcijo ter mobilnost oz. gibljivost snovi v 
sistemu tla – rastlina – talna voda. Negativen oz. toksičen učinek nevarnih snovi je 
odvisen od njihovih lastnosti ter od lastnosti tal. Organske in anorganske spojine se 
razlikujejo predvsem v tem, da se večina organskih spojin v tleh razgradi, anorganske 
pa se v tleh kopičijo (seveda obstajajo izjeme pri obeh skupinah) [3]. 
2.1.1 Benzotriazoli 
Benzotriazoli (slika 1) so heterociklične organske spojine, ki vsebujejo petčlenski obroč 
s tremi dušikovimi atomi. Heterociklični obroč je povezan preko C-C vezi z 
benzenovim obročem. Zanje je značilna dobra kemijska stabilnost, visoka polarnost, 
dobra topnost v vodi ter odpornost na biorazgradnjo. Ena njihovih glavnih značilnosti je 
ta, da lahko tvorijo z nekaterimi kovinami stabilne koordinacijske spojine (predvsem z 
bakrom), ki imajo protikorozijske lastnosti. Nekateri njihovi derivati imajo specifične 
kemijske in biološke lastnosti, zaradi česar so zelo uporabni v farmacevtski industriji. 
Druga vrsta benzotriazolovih derivatov pa se uporablja kot UV filtri [4-7]. 
Benzotriazoli spadajo med najboljše zaviralce korozije, še posebej pri izdelkih iz bakra 
ter bakrovih zlitin. Njihova učinkovitost pa se kaže tudi pri ostalih materialih, kot so 
jeklo, nikelj, kadmij ter sivo železo. Korozijo preprečijo tako, da tvorijo netopni, močni, 
dvodimenzionalni pregradni film, ki ni širši od 5 nm. Tako lahko benzotriazoli 
preprečijo vodnim medijem, hidravličnim tekočinam, lubrikantom in različnim 
atmosferam dostop do površine kovine. Ta zaščitna funkcija se uporablja predvsem v 
sistemih za hlajenje vode in na splošno tudi ostalih hladilnih tekočin. Prav tako se 
uporablja tudi pri kovinski embalaži, tabletah za pomivanje posode, ki imajo zaščito za 
srebro, kovinskih detergentih in pri poliranju. Pri nanašanju na kovino benzotriazoli ne 
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puščajo mastnega filma oz. v nikakršni meri ne vplivajo na izgled kovine, za njimi ni 
nobene druge sledi kot le zaščitna plast. Odporni so tudi na brisanje in čiščenje [8]. 
Zaradi svoje široke uporabnosti v vsakdanjih izdelkih lahko benzotriazoli z lahkoto 
zaidejo v okolje in jih najdemo v površinskih vodah in tleh. Zato si znanstveniki želijo 
ugotoviti trenutno raven kemijskega onesnaženja v različnih okoljskih matricah. S tem 
je seveda povezan tudi potreben razvoj ustreznih analiznih metod, ki bi omogočile 
določitev širokega spektra kemijskih onesnaževal v teh matricah. Znanstveniki 
domnevajo, da naj bi benzotriazoli prišli v tla in sedimente  v veliki meri preko blata iz 
čistilnih naprav, ki se ga pogosto uporablja v kmetijske namene, njihove koncentracije v 
aktivnem blatu pa naj bi bile kar visoke. Zelo visoke koncentracije benzotriazolov so 
bile ugotovljene tudi v tleh in sedimentih, ki se nahajajo v okolici letališč. Tja naj bi 
prišli kot posledica odtekanja sredstev proti zmrzovanju. V prsti naj bi bili še vedno 
zaznavni tudi 2 leti po prenehanju uporabe sredstev proti zmrzovanju, kar kaže na 
njihovo obstojnost v okolju [4, 5, 9, 10]. 
Po dosedanjih raziskavah naj bi bili benzotriazoli fitotoksični, mutageni pri bakterijah, 
estrogeni pri ribah, 1H-benzotriazol pa naj bi bil tudi rakotvoren za ljudi ter endokrini 
motilec [5]. 
            
    
 
Slika 1: Sheme struktur, po vrsti si sledijo BTZ, OHBZ, 4-MBZ, 5-MBZ, 5-ClBZ, DMBZ 
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2.2 Priprava vzorca 
Večinoma se preučevani vzorci ne nahajajo v primerni obliki, da bi se jih dalo direktno 
analizirati na danem analiznem instrumentu, zato potrebujejo neko predpripravo. 
Predpriprave pa se med seboj močno razlikujejo, lahko so čisto preproste ali pa bolj 
dolgotrajne ter zapletene.  
Namen priprave vzorcev pred kromatografskimi analizami je, da dobimo z njeno 
pomočjo reprezentativno, obnovljivo in homogeno raztopino, ki je primerna za 
injiciranje v kolono za kromatografsko analizo. Cilj priprave je, da dobimo raztopino, ki 
je relativno brez motenj, ne bo poškodovala instrumenta ter je združljiva z načrtovano 
analizno metodo [11]. 
Po pregledu literature sem ugotovila, da je za potrebe mojega diplomskega dela najbolj 
primerno uporabiti ekstrakcijo na trdno fazo. 
2.2.1 Ekstrakcija na trdno fazo (ang. Solid Phase Extraction – SPE) 
Ekstrakcija na trdno fazo je ena izmed tehnik priprave vzorcev, ki je trenutno med 
najpogosteje uporabljenimi na mnogih področjih kemije – od okoljske, klinične pa vse 
do farmacevtske kemije. Najpogosteje se uporablja kot postopek čiščenja, ekstrakcije in 
za predkoncentriranje onesnaževal v sledovih iz okolja. Uporablja se tudi za 
odstranjevanje mikroonesnaževal iz okoljskih vzorcev ter za razsoljevanje 
beljakovinskih vzorcev. Gre za koncentriranje in izolacijo ciljnih analitov z uporabo 
trdne podlage. Prvotno je bil SPE namenjen zamenjavi ekstrakcije s topili, ker je ta 
zahtevnejša, zamudna in zahteva večjo porabo topil, kar se kaže tudi v večji okoljski 
obremenjenosti. Uporaba SPE metode naj bi se začela okoli leta 1950, vendar je do 
danes zelo napredovala in se temeljito izboljšala [12]. 
Ločevanje analitov od motečih komponent s pomočjo reverzno-fazne SPE oz. s 
kolonami, ki so polnjene s kemijsko modificiranim silikagelom, poteka v štirih 
osnovnih korakih [13,14]: 
1. Kondicioniranje sorbenta v koloni 
S tem korakom dosežemo aktivacijo sorbenta. Kondicioniranje trdne faze je 
sestavljeno iz prepuščanja organskih topil skozi kolono, zato da se poveča 
učinkovita površina in se zmanjšajo motnje. Nato sledi spiranje kolone z vodo 
oz. s topilom, v katerem so raztopljeni analiti, na ta način se odstrani 
aktivacijsko topilo. 
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2. Nanos vzorca 
Tekoč vzorec potiskamo preko kolone s podtlakom ali pa z nadtlakom. Pri tem 
je treba paziti, da je pretok enakomeren ter da izberemo primeren volumen 
vzorca. Oboje namreč vpliva na izkoristek ekstrakcije in na njeno kakovost. 
3. Spiranje interferenc s kolone 
Namen tega koraka je, da se s kolone odstrani čim večje število nezaželenih 
komponent, pri tem pa se analit ne sme eluirati. Zato je tu izbira topila ključna, 
pri reverzno-fazni SPE je to ponavadi kar voda. 
4. Elucija analitov 
Zadnji korak je, da se kvantitativno eluira analit ob čim manjši porabi topila. 
2.3 Kromatografija 
Kromatografijo so prvič uporabili v začetku dvajsetega stoletja, da so z njo ločevali 
listna barvila. Danes je najpomembnejša tehnika analize. Njena prednost je ločevanje 
velikega števila različnih snovi vse od slabo polarnih organskih spojin pa do 
anorganskih soli in ionov, beljakovin, nukleinskih kislin, polimerov itd. 
Pri kromatografiji gre za ločevanje snovi na podlagi različne hitrosti potovanja spojin 
skozi kromatografsko sredstvo. Stacionarna faza je tista faza, ki miruje (lahko je tekoča 
ali trdna; lahko je napolnjena v kolono ali pa je nanešena v obliki tanjše ali debelejše 
plasti na stekleno ploščo), mobilna faza pa potuje po njej (mobilna faza je lahko plinasta 
ali tekoča). 
Poznamo številne vrste kromatografskih tehnik. Razlikujejo se po kromatografskih 
sredstvih, procesih, ki pri tem potekajo, ter po instrumentaciji. Kromatografsko tehniko 
izberemo na podlagi narave vzorca, ciljev, ki jih pri analizi želimo doseči, ter seveda 
glede na opremljenost našega laboratorija. 
Ne glede na vrsto kromatografske tehnike, se kromatografskega problema lotimo po 
naslednjih korakih [15]: 
1. Izbira kromatografske tehnike (najpogosteje tankoplastna, tekočinska ali 
plinska kromatografija). 
2. Iskanje oz. optimizacija pogojev ločbe (iskanje primerne kombinacije 
stacionarne in mobilne faze pri tekočinski ali temperature pri plinski 
kromatografiji). 
3. Identifikacija sestavin zmesi (kvalitativna analiza). 
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4. Kvantitativna analiza (določitev količin oziroma koncentracij posameznih 
sestavin zmesi). 
2.3.1 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) [15,16] 
Kot nam pove že samo ime, je pri tej tehniki mobilna faza tekočina. Spojine potujejo 
skozi kolono v raztopini. Kromatografska ločba temelji na različnem zadrževanju 
(retenciji) komponent zmesi na stacionarni fazi. Sestava obeh faz vpliva na retencijo, 
ker je od sestave odvisna porazdelitev spojin med stacionarno in mobilno fazo. V 
primeru polarne kolone (stacionarne faze) in manj polarnega topila, bodo hitreje 
potovale manj polarne spojine. V obratnem primeru, pa bodo hitreje potovale bolj 
polarne spojine. Tekočinski kromatograf je sestavljen iz rezervoarja za mobilno fazo, 
črpalke, injektorja, kolone ter detektorja (slika 2). 
 
 
 
Slika 2: Shema tekočinskega kromatografa 
Topila, ki jih uporabljamo za HPLC, morajo predvsem biti čista, saj bi lahko trdni delci 
zamašili kolono. Prav tako ne smejo absorbirati UV-svetlobe, saj mora biti topilo pri 
uporabljeni valovni dolžini detekcije čimbolj prozorno, ker je večina detektorjev 
spektrofotometričnih (delujejo na osnovi absorpcije svetlobe v eluiranih spojinah). 
Topilo je pred uporabo dobro tudi razpliniti, ker bi se raztopljen zrak lahko pri 
zmanjšanju tlaka v aparaturi izločil v obliki mehurčkov, kar bi v detektorju povzročilo 
nihanje bazne linije in lažne signale. 
Pri HPLC so ponavadi prisotne batne črpalke, ki imajo dva bata. Eden se giblje tako, da 
ima sesalni, drugi pa tlačni hod. Njuno gibanje je usklajeno, zato je posledično nihanje 
tlaka manjše. Ker morajo biti deli črpalk odporni proti obrabi in koroziji, so izdelani iz 
zelo kvalitetnih in posledično tudi zelo dragih materialov. Črpalke zaradi potrebe po 
potiskanju mobilne faze skozi kolono ustvarijo tlake do nekaj sto barov. 
Vnos vzorca v tok mobilne faze tik pred vstopom v kolono omogoča injektor. Izvedbe 
injektorjev so zelo različne, saj zaradi visokih tlakov vzorca ni mogoče direktno 
vbrizgati v tok topila. 
HPLC topilo HPLC črpalka Injektor HPLC kolona Detektor 
Odpad 
Zbiranje podatkov 
Vzorec 
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Kolone so izdelane iz nerjavečega jekla, gre za cevi, ki imajo notranje premer od 2-
5 mm (velja za analizne kolone), v dolžino pa merijo od 5-25 cm. Napolnjene so s 
kromatografskim sredstvom v obliki drobnih delcev 3-10 μm. Manjši kot so ti delci, 
boljša bo ločba. Vendar nastopi pri manjših delcih druga težava – naraščati začne odpor 
kolone proti pretoku topila, kar pomeni, da je potreben tlak za optimalen pretok večji. 
Stacionarna faza je nanešena ali pogosteje kemijsko vezana na zrnca silikagela. Zadnja 
leta se najpogosteje uporabljajo nepolarne stacionarne faze v kombinaciji s polarnimi 
topili. 
Detektor je namenjen spremljanju sestave mobilne faze, ki prihaja iz kolone. 
Najpogosteje se uporablja spektrofotometrične detektorje s fiksno ali pa s spremenljivo 
valovno dolžino. Zadnje čase pa so vedno pogostejši tudi spektrofotometri z diodnim 
nizom (DAD), ki omogočajo spremljanje elucije spojin, ki imajo zelo različne UV-
spektre ter tako lajša njihovo identifikacijo [15,16]. 
 
 
 
LARA EVA RUDOLF, RAZVOJ EKSTR. METODE ZA DOLOČANJE BENZOTRIAZOLOV V TLEH 
 
 
9 
3 Eksperimentalni del 
3.1 Seznam uporabljenih kemikalij 
3.1.1 Standardi 
o 4-hidroksi-1H-benzotriazol (OHBZ): Sigma Aldrich, ZDA; čistost: 97 % 
o 1H-benzotriazol (BTZ): Sigma Aldrich, ZDA; čistost: ≥ 98 % 
o 4-metil-1H-benzotriazol (4MBZ): Sigma Aldrich, ZDA; analizni 
standard 
o 5-metil-1H-benzotriazol (5MBZ): Sigma Aldrich, ZDA; analizni 
standard 
o 5-kloro-1H-benzotriazol (5ClBZ): Sigma Aldrich, ZDA; analizni 
standard 
o 5,6-dimetil-1H-benzotriazol (DMBZ): Sigma Aldrich, ZDA; analizni 
standard 
3.1.2 Topila 
o aceton: Honeywell, ZDA; čistost: HPLC grade 
o metanol: Merck, ZDA; čistost: HPLC grade 
o MQ voda: »Milli-Q sistem za čiščenje vode«, Millipore, ZDA 
o acetonitril: Fischer Chemical VB; čistost: HPLC grade 
3.1.3 Drugi reagenti 
o 25 % razt. NH3 : Gram-Mol. Hrvaška; čistost: p.a. 
o metanojska kislina, Sigma-Aldrich, Nemčija, HPLC grade 
3.2 Aparature in laboratorijska oprema 
• tekočinski kromatograf visoke ločljivosti z DAD spektrofotometrijskim 
detektorjem, črpalko, avtomatskim vzorčevalnikom in razplinjevalcem Agilent 
1100 Series, ZDA (Agilent Technologies, ZDA) 
• kromatografska kolona Kinetex 5 µm XB-C18, 150 x 4,6 mm, Phenomenex, 
ZDA 
• centrifuga Eppendorf 5804R (Nemčija) 
• ultrazvočna kopel, SONIS 4, Iskra, Slovenija 
• tehtnica ALN 200, Intertech d.o.o., Poljska 
• analizna tehtnica, Mettler Toledo, Švica 
• hladilnik (za shranjevanje standardnih raztopin), Kirsch, 5 °C 
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• vakuumska SPE-enota Visiprep, Supelco, ZDA 
• vodna črpalka 
• Oasis MAX ekstrakcijske kolonice, 1 g, 5 mL, Supelco, ZDA 
• bučke, čaše, viale, epruvete s koničnim dnom, centrifugirke, avtomatske pipete 
3.3 Priprava standardnih raztopin 
3.3.1 Priprava osnovnih standardnih raztopin 
Osnovne standardne raztopine preiskovanih analitov (OHBZ, BTZ, 4MBZ, 5MBZ, 
5ClBZ, DMBZ) sem pripravila iz trdnih standardov. V 10 ml bučke sem natehtala 
približno 10 mg trdnega standarda in ga raztopila v acetonu do oznake. Na ta način sem 
lahko določila točne masne koncentracije (vse so bile okoli 1 mg/mL). Te standardne 
raztopine sem nato hranila v hladilniku. 
3.3.2 Priprava raztopin za umeriteno premico 
Iz osnovnih standardnih raztopin sem v 20 mL bučki pripravila raztopino s 
koncentracijo 50 mg/L (velja za vse osnovne standarde). Nato sem v 5 mL bučke 
prenesla ustrezno količino (glede na željeno končno koncentracijo) raztopine s 
koncentracijo 50 mg/L in jih razredčila do oznake z MQ vodo. Samo za koncentracijo  
1 mg/L sem uporabila 10 mL bučko. Pripravila sem raztopine s koncentracijami 0,5, 1, 
3, 5, 10, 20, 30 in 50 mg/L, ki sem jih uporabila za izdelavo umeritvene premice. 
3.4 Ekstrakcija benzotriazolov iz prsti (tal) 
Za ekstrakcijo benzotriazolov iz prsti sem uporabila že homogen vzorec neonesnažene 
vrtne prsti. 
Natehtala sem 10 g prsti in nanjo nanesla 10 mL raztopine benzotriazolov v acetonu s 
koncentracijo posameznega analita 10 mg/L. Celotna koncentracija spojin v prsti je bila 
10 mg/kg. Nato sem pustila, da se je prst v celoti posušila pri sobni temperaturi.  
Nato sem 1 g tako pripravljene prsti natehtala v centrifugirke in jim dodala 10 mL 
topila. Med optimizacijo sem preizkusila več topil in razmerij med njimi: 
• 30 % MQ + 70 % metanola 
• 30 % MQ + 70 % acetona 
• 30 % MQ + 70 % acetonitrila 
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• 30 % 0,1 % HCOOH v MQ + 70 % metanola 
• 30 % 0,1 % HCOOH v MQ + 70 % metanola (nevtralizirano z 20 μL 2 M NaOH 
pred SPE) 
• 10 % MQ + 90 % metanola 
• 10 % MQ + 90 % acetona 
• 50 % MQ + 50 % metanola 
• 50 % MQ + 50 % acetona 
• 70 % MQ + 30 % metanola 
• 70 % MQ + 30 % acetona 
• 90 % MQ + 10 % metanola 
• 90 % MQ + 10 % acetona 
• 10 % MQ + 90 % acetona (2x ekstrakcija) 
• 100 % aceton 
Nato sem centrifugirke postavila za 30 min v ultrazvočno kopel pri sobni temperaturi 
vode in jih nato še 10 min centrifugirala pri 3000 obratih/min. Bistri supernatant sem 
prelila v epruveto in ga uparevala na vodni kopeli pod tokom dušika, dokler ga ni ostalo 
toliko ml, kot je ustrezalo % MQ vode v topilu. Preostanek sem razredčila na 10 ml z 
MQ vodo in ga nato prečrpala preko kondicionirane SPE kolone (kot je opisano v 
nadaljevanju). 
3.5 Ekstrakcija na trdno fazo 
Ekstrakcijo na trdno fazo sem izvedla s pomočjo vakuumske SPE enote Visiprep , 
vakuumske (vodne) črpalke in ekstrakcijskih kolon Oasis MAX, ZDA z 1 g polnila in 
volumnom 5 mL. 
Za  ekstrakcijo na trdno fazo sem vakuumsko komoro za SPE priključila na vodno 
vakuumsko črpalko (to je ustvarilo ustrezen podtlak, zaradi katerega se je skozi kolono 
prečrpal vzorec). Pred nanosom vzorca sem morala kolono ustrezno pripraviti. Najprej 
sem jo kondicionirala z 10 mL metanola in 10 mL MQ-vode. Nato sem skoznjo 
prečrpala 10 mL vodnega vzorca ter sprala morebitne šibko vezane spojine s 5 mL 5 % 
NH3 v MQ in 2 mL metanola. Do tu sem pazila, da se kolona ni posušila in da podtlak v 
vakuumski komori ni presegel 60 kPa. Po 5-minutnem sušenju kolonice z vakuumom 
sem vezane analite s 5 ml 5 % HCOOH v metanolu eluirala v epruveto in topilo 
posušila s tokom dušika, pri čemer sem si pomagala z gretjem epruvete z ekstraktom s 
toplo vodo. Analite sem nato ponovno raztopila v 1 mL MQ ter raztopino prenesla v 
vialo za injiciranje z avtomatskim vzorčevalnikom in jo analizirala z optimizirano 
kromatografsko metodo. 
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3.6 Metoda HPLC – DAD [17] 
Tekočinski kromatograf visoke ločljivosti Agilent 1100 Series (ZDA), opremljen z 
DAD detektorjem, ki je omogočal hkratno merjenje absorbanc pri valovnih dolžinah  
260 in 290 nm (absorpcijski maksimumi analitov), sem uporabila za kvalitativno in 
kvantitativno določitev spojin. Pri valovni dolžini 290 nm sem opazovala 4-hidroksi-
1H-benzotriazol, pri 260 nm pa vse ostale benzotriazole. Uporabila sem kolono Kinetex 
XB s stacionarno fazo C18. Kolona je bila dolga 150 mm, njen notranji premer pa je 
znašal 4,6 mm. Velikost delcev polnila je znašala 5 μm. Pred to kolono pa je bila še 
predkolona Gemini. 
Za mobilno fazo sem uporabila mešanico 5 % acetonitrila in 95 % 0,1 % mravljične 
kisline, raztopljene v MQ vodi (začetna sestava). Po pol minute se je razmerje 
spremenilo na 15 % acetonitrila ter 85 % 0,1 % mravljične kisline, raztopljene v MQ 
vodi. Pri 13. minuti je bilo 35 % acetonitrila ter 65 % 0,1 % mravljične kisline, 
raztopljene v MQ vodi. Pri 20. minuti pa je bil prisoten samo acetonitril. Na koncu se je 
razmerje mešanice vrnilo na začetno stanje – torej 5 % acetonitrila in 95 % 0,1 % 
mravljične kisline, raztopljene v MQ vodi.  
Pretok mobilne faze je bil 0,7 mL/min, volumen injiciranja pa 10 μL. 
3.7 Realni vzorci 
Realna vzorca sem pripravila po naslednjem postopku. Rahlo sem izkopala zemljo in je 
vzela približno za eno pest. Za prvi vzorec sem vzela zemljo s polja zraven letališča 
Jožeta Pučnika 16. 6. 2019. Vreme je bilo pretežno oblačno. Za drugi vzorec pa sem 
vzela zemljo iz okolice odlagališča bele tehnike na Viču 15. 6. 2019. V času odvzema je 
deževalo. Nato sem jo doma posušila na zraku pri sobni temperaturi in jo na fakulteti 
presejala skozi sita različnih velikosti, da sem dobila samo delce zemlje brez 
kamenčkov in ostalih sestavin, ki so bile prisotne zraven. Nato sem natehtala 1 g 
presejane zemlje in sledila enakemu postopku kot prej. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Preverjanje metode HPLC za izbrane spojine 
Za separacijo analitov in komponent iz prsti sem izbrala gradientno elucijo. Metoda je 
opisana v točki 3.6, povzela sem jo po doktorski disertaciji dr. Ide Kraševec [17]. V 
tabeli 1 so zapisani retencijski časi preiskovanih analitov. 
 Tabela 1: Retencijski časi pri optimizirani metodi HPLC 
Spojina Retencijski čas (min) 
4-hidroksi-1H-benzotriazol 5,6 min 
1H-benzotriazol 7,4 min 
4-metil-1H-benzotriazol 10,1 min 
5-metil-1H-benzotriazol 10,3 min 
5-kloro-1H-benzotriazol 12,5 min 
5,6-dimetil-1H-benzotriazol 12,9 min 
 
Najprej sem morala pripraviti umeritvene krivulje za vsako analizirano spojino posebej. 
Pripravila sem raztopine s koncentracijami benzotriazolov 0,5, 1, 3, 5, 10, 20, 30 in 
50 mg/L. Najprej sem pripravila raztopino s koncentracijo 50 mg/L in jo nato ustrezno 
redčila, da sem dobila še ostale raztopine. Za vsak benzotriazol sem zbrala podatke 
ploščin kromatografskih vrhov pri vsaki koncentraciji in na podlagi tega naredila 
umeritveno premico (grafi 1-6). 
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Graf 1: Umeritvena premica za 4-hidroksi-1H-benzotriazol v vodnih raztopinah po optimizirani metodi 
HPLC 
 
 
Graf 2: Umeritvena premica za 1H-benzotriazol v vodnih raztopinah po optimizirani metodi HPLC 
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Graf 3: Umeritvena premica za 4-metil-1H-benzotriazol v vodnih raztopinah po optimizirani metodi 
HPLC 
 
 
Graf 4: Umeritvena premica za 5-metil-1H-benzotriazol v vodnih raztopinah po optimizirani metodi 
HPLC 
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Graf 5: Umeritvena premica za 5-kloro-1H-benzotriazol v vodnih raztopinah po optimizirani metodi 
HPLC 
 
 
Graf 6: Umeritvena premica za 5,6-dimetil-1H-benzotriazol v vodnih raztopinah po optimizirani metodi 
HPLC 
Kot vidimo iz grafov 1-6, so vrednosti kvadrata korelacijskega koeficienta premice (R2) 
večje od 0,99, kar pomeni, da je umeritvena premica v izbranem koncentracijskem 
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y = 30,38x - 1,436
R² = 0,9998
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
1600
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
P
lo
šč
in
a
Koncentracija (mg/L)
y = 30,58x - 3,912
R² = 0,9998
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
1600
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
P
lo
šč
in
a
Koncentracija (mg/L)
LARA EVA RUDOLF, RAZVOJ EKSTR. METODE ZA DOLOČANJE BENZOTRIAZOLOV V TLEH 
 
 
17 
4.2 Optimizacija ultrazvočne ekstrakcije tal 
4.2.1 Izbira elucijskega topila 
Iz prsti sem benzotriazole ekstrahirala s pomočjo ultrazvočne ekstrakcije. Sledila sem 
postopku, ki sem ga opisala v poglavju 3.4. Pri tem sem uporabila različne mešanice 
nepolarnih in polarnih topil (vse so navedene v tabeli 2) in kot uspešnost topila 
spremljala deleže ekstrahiranih benzotriazolov iz tal. Vse ekstrakte sem pred HPLC 
analizo še dodatno očistila s SPE po postopku, opisanem v poglavju 3.5. 
Tabela 2: Razlaga oznak na grafih 7-12 
 
Iz spodnjih grafov 7 - 12 je razvidno, da so se deleži ekstrahiranih benzotriazolov med 
posameznimi mešanicami zelo razlikovali. Prav tako pa so tudi velike razlike, v 
kakšnem deležu so se ekstrahirali posamezni benzotriazoli v odvisnosti od posameznega 
topila. 
Oznaka na grafih 7-12 Zmes topil 
A 90 % metanol + 10 % MQ 
B 70 % metanol + 30 % MQ 
C 50 % metanol + 50 % MQ 
D 30 % metanol + 70 % MQ 
E 10 % metanol + 90 % MQ 
F 90 % aceton + 10 % MQ 
G 70 % aceton + 30 % MQ 
H 50 % aceton + 50 % MQ 
I 30 % aceton + 70 % MQ 
J 10 % aceton + 90 % MQ 
K 90 % aceton + 10 % MQ 2x ekstrak. 
L 100 % aceton 
M 30 % MQ + 70 % acetonitrila 
N 30 % 0,1 % HCOOH v MQ + 70 % metanola 
O 30 % 0,1 % HCOOH v MQ + 70 % metanola 
(nevtralizirano  z 20 μL 2 M NaOH pred SPE ) 
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Graf 7: Izkoristki za 4-hidroksi-1H-benzotriazol pri različnih ekstrakcijskih topilih 
 
 
Graf 8: Izkoristki za 1H-benzotriazol pri različnih ekstrakcijskih topilih 
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Graf 9: Izkoristki za 4-metil-1H-benzotriazol pri različnih ekstrakcijskih topilih 
 
 
Graf 10: Izkoristki za 5-metil-1H-benzotriazol pri različnih ekstrakcijskih topilih 
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Graf 11: Izkoristki za 5-kloro-1H-benzotriazol pri različnih ekstrakcijskih topilih 
 
 
Graf 12: Izkoristki za 5,6-dimetil-1H-benzotriazol pri različnih ekstrakcijskih topilih 
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izkoristek z mešanico F ni bil pri vseh benzotriazolih najvišji, vendar je bil v primerjavi 
z ostalimi vseeno najbolj optimalno topilo pri ultrazvočni ekstrakciji. Pri OHBZ nisem 
dobila pri nobeni od mešanic niti 50 % izkoristek. Še najbolje sta se pri njem odrezali 
mešanici, kjer je bilo 70 % metanola oz. acetona in 30 % Milli-Q vode, vendar sem 
dobila pri teh dveh  mešanicah pri večini ostalih benzotriazolov slabše rezultate, samo 
še pri 5MBZ je bil izkoristek za 20 % boljši kot pri optimalnem topilu. Pri 100 % 
acetonu sem dobila skoraj pri vseh benzotriazolih najslabše izkoristke. Iz grafov 7-12 je 
tudi razvidno, da dvakratna ekstrakcija ne predstavlja prednosti (mešanica K), saj je 
imela skoraj pri vseh posameznih benzotriazolih slabši rezultat v primerjavi z mešanico 
F, kjer sem ekstrahirala le enkrat. Tudi obe mešanici 30 % 0,1 % HCOOH v MQ + 70 
% metanola (tista, ki je bila pred SPE še nevtralizirana, ter tista, ki ni bila) sta imeli v 
večini primerov bistveno slabše rezultate kot optimalno topilo. Druga zanimiva stvar pri 
teh dveh mešanicah pa je ta, kako se njuni rezultati razlikujejo med sabo v odvisnosti od 
posameznega benzotriazola – pri nekaterih se je bolje odrezala nevtralizirana mešanica, 
pri drugih pa mešanica, ki ni bila nevtralizirana, tako da je težko določiti, katera od teh 
dveh mešanic je bolj uporabna. 
4.2.2 Izbira optimalnega časa ultrazvočne ekstrakcije 
Po določenem optimalnem topilu sem določala še optimalni čas ultrazvočne ekstrakcije. 
Preizkusila sem čas 10, 20, 30, 40, 50 in 60 min na ultrazvočni kopeli (grafi 13-18). Za 
najbolj optimalen čas ultrazvočne ekstrakcije sem določila 40 min, saj je bil izkoristek 
pri tem času največji pri večini benzotriazolov, samo pri OHBZ sta bila izkoristka višja 
pri daljšem času na ultrazvočni kopeli. Zanimivo je bilo, da se je pri teh ekstrakcijah 
izkoristek pri OHBZ zmanjšal pri času 30 min v primerjavi s prejšnjimi grafi 
ugotavljanja optimalnega topila (kjer je bil čas na ultrazvočni kopeli vedno 30 min). Pri 
prvih določitvah sem dobila pri OHBZ skoraj 28 % izkoristek, pri določitvah 
optimalnega časa pa je ta izkoristek padel na dobrih 10 % (oboje pri 30 min na 
ultrazvočni kopeli).  
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Graf 13: Izkoristki za 4-hidroksi-1H-benzotriazol pri različnih časih ultrazvočne ekstrakcije 
 
Graf 14: Izkoristki za 1H-benzotriazol pri različnih časih ultrazvočne ekstrakcije 
 
Graf 15: Izkoristki za 4-metil-1H-benzotriazol pri različnih časih ultrazvočne ekstrakcije 
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Graf 16: Izkoristki za 5-metil-1H-benzotriazol pri različnih časih ultrazvočne ekstrakcije 
 
Graf 17: Izkoristki za 5-kloro-1H-benzotriazol pri različnih časih ultrazvočne ekstrakcije 
 
Graf 18: Izkoristki za 5,6-dimetil-1H-benzotriazol pri različnih časih ultrazvočne ekstrakcije 
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4.2.3 Izbira optimalne temperature ekstrakcije v ultrazvočni kopeli 
Na koncu sem preverila še, ali segrevanje med ekstrakcijo v ultrazvočni kopeli vpliva na 
izkoristek ekstrakcije. Primerjala sem rezultate, kjer ni bilo segrevanja, in rezultate, kjer 
sem segrela ultrazvočno kopel na približno 40 °C (temperatura ni bila ves čas 
konstantna, ampak je malo nihala okoli 40 °C). Iz grafov 19-24 vidimo, da so bili 
rezultati pri segrevanju bistveno boljši le pri OHBZ, drugje pa so bili zanemarljivo 
boljši oz. slabši kot pri primeru brez segrevanja. Na podlagi tega sem se odločila, da je 
najbolj optimalna ekstrakcija z mešanico 90 % acetona in 10 % Milli-Q vode, ki poteka 
40 min v ultrazvočni kopeli pri sobni temperaturi. 
 
 
Graf 19: Izkoristki za 4-hidroksi-1H-benzotriazol pri različnih temperaturah ultrazvočne ekstrakcije 
 
 
Graf 20: Izkoristki za 1H-benzotriazol pri različnih temperaturah ultrazvočne ekstrakcije 
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Graf 21: Izkoristki za 4-metil-1H-benzotriazol pri različnih temperaturah ultrazvočne ekstrakcije 
 
 
Graf 22: Izkoristki za 5-metil-1H-benzotriazol pri različnih temperaturah ultrazvočne ekstrakcije 
 
 
Graf 23: Izkoristki za 5-kloro-1H-benzotriazol pri različnih temperaturah ultrazvočne ekstrakcije 
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Graf 24: Izkoristki za 5,6-dimetil-1H-benzotriazol pri različnih temperaturah ultrazvočne ekstrakcije 
4.3 Analiza realnih vzorcev 
Optimizirano metodo sem preizkusila tudi na dveh realnih talnih vzorcih. Prvi je bil prst 
iz okolice letališča Jožeta Pučnika, drugi pa je bil prst iz okolice odlagališča hladilnikov 
in ostale bele tehnike na Viču. V nobenem posnetem kromatogramu ni dovolj izrazitih 
vrhov, da bi lahko potrdila, da realni vzorci sploh vsebujejo benzotriazole. Pojavijo se 
neki majhni vrhovi, kot lahko vidimo na spodnjih dveh slikah 3 in 4, ampak tudi 
retencijski časi niso popolnoma usklajeni z retencijskimi časi benzotriazolov v 
standardnih raztopinah, zato ne morem določiti, ali gre za benzotriazole, ki so v prsti 
prisotni v res zelo majhni koncentraciji, ali gre za naključne spojine, ki so bile prisotne 
v prsti. Odsotnost benzotriazolov je lahko posledica tega, da so se že sprali z vodo 
(protikorozijska sredstva na letalih se uporabljajo v hladnejših mesecih, jaz pa sem 
vzorce prsti odvzela junija) ali pa že v osnovi niso bili prisotni v prsti v dovolj velikih 
koncentracijah.  
Na slikah 3 in 4 so s puščicami označeni vrhovi, ki bi lahko bili sledovi benzotriazolov, 
glede na retencijske čase. 
 
Slika 2: Kromatogram po injiciranju ekstrakta realnega vzorca iz okolice letališča Jožeta Pučnika 
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Slika 3: Kromatogram po injiciranju ekstrakta realnega vzorca iz okolice odlagališča bele tehnike na Viču 
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5 Zaključek 
Namen mojega diplomskega dela je bil razvoj ekstrakcijske metode za določanje šestih 
benzotriazolov v tleh (OHBZ, BTZ, 4MBZ, 5MBZ, 5ClBZ, DMBZ). Tako sem 
optimizirala ultrazvočno ekstrakcijo, sledila je ekstrakcija na trdno fazo, nato pa še 
določitev s HPLC metodo. Na koncu sem metodo preizkusila še na dveh realnih vzorcih 
tal, prvi je bil z okolice letališča Jožeta Pučnika, drugi pa z okolice odlagališča bele 
tehnike na Viču.  
Pri optimizaciji ultrazvočne ekstrakcije sem preizkusila različna topila in različne deleže 
topil v mešanici. Za najučinkovitejše topilo se je izkazala mešanica, ki je vsebovala     
10 % MQ vode ter 90 % acetona. Naslednja stopnja je bilo določanje optimalnega časa, 
ki ga je vzorec preživel v ultrazvočni kopeli. Izkazalo se je, da je vzorec najbolje pustiti 
v ultrazvočni kopeli 40 min. Če sem pustila vzorec v ultrazvočni kopeli manj oz. dlje 
kot 40 min, so bili izkoristki pri skoraj vseh benzotriazolih slabši.  Zadnja stopnja 
optimiziranja ultrazvočne ekstrakcije je bila določitev primerne temperature ekstrakcije 
v ultrazvočni kopeli. Primerjala sem sobno temperaturo in temperaturo približno 40 °C. 
Izkazalo se je, da so izkoristki pri segrevanju le bežno višji oz. pri nekaterih 
benzotriazolih so bili celo nižji, zato sem se odločila, da je bolj optimalna ultrazvočna 
ekstrakcija pri sobni temperaturi. 
Na koncu sem preizkusila še uporabo metode na dveh realnih vzorcih. Pri nobenem 
nisem dobila nedvoumnih rezultatov, na podlagi katerih bi lahko določila, ali so v prsti 
prisotni benzotriazoli ali ne. Nekateri retencijski časi so se približno ujemali z 
retencijskimi časi analitov v standardnih raztopinah, ampak je bil kromatografski vrh 
prenizek, da bi ga lahko z gotovostjo upoštevala. Tako sem prišla do zaključka, da 
realna vzorca nista vsebovala benzotriazolov oz. sta jih vsebovala v tako nizkih 
koncentracijah, da niso bile zaznavne.  
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